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Bevezetés: Az ischaemids-reperfizids kirosoddsok mérséklésére kiprobalt moédszerek kozott Gjszert elképzelés a cél-
szervi ischaemia a/atr alkalmazott tivoli szervi ischaemids perkondicionalas. Célkitiizés: Patkinymdj ischaemids-
reperfiiziés modellben alkalmazni ezen Gjszert kondiciondldsi technikit. Modszer: Him Wistar patkianyok (n = 30,
10/csoport) 60 perc parcidlis ischaemiiaban, majd 60 perc reperftziéban részesiiltek. Egy csoportban perkondi-
ciondlds keriilt alkalmazdsra a mdjischaemia utolsé 40 percében, az infarenalis aortin. A maj és az alsé végtag
mikrokeringésének regisztralasa 1ézeres Doppler-aramlasmérével tortént. A reperfiziot kovetGen a méj szovettani
elvaltozasainak analizise és a majszoveti hGsokkfehérje-72-expresszié mérése mellett a szérumtranszaminaz-akti-
vitdsok, tovabbd a redox-homeosztizis dllapotinak meghatirozasa tortént. Ervedmények: A mdj és az als6é végtag
mikrocirkuldciét jellemz8 paraméterei szignifikans (p<0,05) javuldst mutattak a perkondiciondlt csoportban a kont-
rollhoz képest. A szérum-alanin-transzamindz-aktivitds és a majszovettani vizsgalatok, tovabbd a mdjszoveti redox-
homeosztizis vonatkozidsiban egyarant szignifikinsan enyhébb karosodas volt megfigyelhet6 a perkondicionalt
csoportban a kontrollhoz képest. Kovetkeztetés: A perkondiciondlds alkalmas lehet a madj ischaemids-reperftzids ka-
rosodasinak mérséklésére. Orv. Hetil., 2012, 153, 1579-1587.
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Remote ischemic conditioning: Short-term effects on rat liver
ischemic-reperfusion injury

Introduction: Several techniques have been developed to reduce ischemic-reperfusion injury. A novel method is the
remote ischemic perconditioning, applied parallel with target organ ischemia. Asm: The aim of the study was to
determine the extent of liver ischemic-reperfusion injury via the application of this novel method. Methods: Male
Wistar rats (n = 30, 10/group) were subjected to 60-minute partial liver ischemia and 60-minute reperfusion. Rats
in the perconditioned group received conditioning treatment during the last 40 minutes of liver ischemia by infrare-
nal aortic clamping. Hepatic and lower limb microcirculation was monitored by laser Doppler flowmeter during
reperfusion. After reperfusion, liver samples were taken for routine histological examination and redox-state assess-
ment. Serum transaminase activities and liver tissue heat-shock protein-72 expression were measured. Results:
Parameters of microcirculation showed significant (p<0.05) improvement in the perconditioned group in compari-
son with the control. Besides the significant improvement observed in the serum alanine amino-transferase activi-
ties, significantly milder tissue injury was detected histologically in the liver sections of the perconditioned group.
Moreover, significant improvement was found in the redox-state parameters. Conclusion: Perconditioning may be a
reasonable possibility to reduce liver ischemic-reperfusion injury. Orv. Hetil., 2012, 153, 1579-1587.
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Roviditések

ALAT = (alanine amino-transferase) alanin-aminotranszferiz;
ASAT = (aspartate amino-tranferase) aszpartit-aminotransz-
feraz; ASE = (ascorbic acid equivalent) aszkorbinsav-ekvi-
valens; DPPH = (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl) 1,1-difenil-
2-pikrilhidrazil; GAPDH = (glyceraldehyde 3-phosphate
dehydrogenase) glicerin-aldehid-3-fosztit-dehidrogendz; H-
donor-kapacitds = (hydrogen donor-capacity) hidrogéndonor-
kapacitds; HSP-72 = (heat-shock protein 72) 72 kDa-os
hésokkfehérje; IPC = (ischemic preconditioning) ischaemids
prekondiciondlds; IPOST = (ischemic postconditioning) is-
chaemids posztkondiciondlds; IR = (ischemia-reperfusion)
ischaemia-reperfizié; IU = (international unit) nemzetkozi
egység; LDF = (laser Doppler flowmeter) 1ézeres Doppler-
aramldsmér6; PM = (plateau maximum) platbmaximum;
R-IPC = (remote ischemic preconditioning) tivoli szervi is-
chaemids prekondiciondlds; R-IPER = (remote ischemic
perconditioning) tavoli szervi ischaemids perkondiciondlds;
R-IPOST = (remote ischemic postconditioning) tavoli szervi
ischaemids posztkondiciondlds; RLU% = (Relative Light Unit)
relativ fényegység; RT = (reperfusion area) reperfazios te-
rilet; SH = (sulthydryl) szulthidril

Egy szerv vérkeringésének megsziinésével jiar6 ischae-
mids, majd az azt kovetd revascularisatio kapesan 1étre-
jové repertizids kirosodas mindennapi problémat jelent
a klinikai gyakorlatban. Az ischaemids-reperfzios (IR)
kirosodds mérséklése interdiszciplinaris feladat, a ma
rendelkezésre allo legtobb bizonyitékot a szivsebészeti,
kardiologiai kutatasok szolgaltattdk. Miutin 1960-ban
megsziiletett a reperfizids karosodds koncepcidja, in-
tenziv préobalkozasok kezdddtek e kiros jelenséget ha-
tékonyan csokkent6 modszerek irdnyaba [1]. Szdmos
eljaras kertilt kidolgozasra tobb-kevesebb sikerrel. Jelen-
tés attorés lehetGségével kecsegtetett Murry és mun-
katdrsainak 1986-ban bemutatott tanulmdnya, amely
szerint rovid IR-periédus a myocardium tartés ischae-
mijjit megel6zGen alkalmas a mdsodik, tartds vértelen-
ségbdl és reperfaziobdl fakadd kirosodasok mérséklé-
sére [2]. A mobdszer az ischaemids prekondicionalds
nevet kapta (IPC). Ezen gondolatmenetbe illeszkedik a
késSbb leirt ischaemids posztkondicionalds (IPOST) is,
amely kozvetleniil a reperftzidé kezdetén alkalmazott
rovid IR-ciklusokkal torténd beavatkozast jelent [3, 4].
A fent emlitett mddszerek hatranya, hogy alkalmazasuk
koriilményes, a mitéti id6t prolongdljak, illetve az IPC
alkalmazasa kizdrolag elektiv beavatkozasok sorin me-
riilhet fel, hiszen ez esetben tudnunk kell a bekovetkezé
tartos ischaemia kezdetének id6pontjit.

Mindezen ismeretek tudatiban 1993-ban egy qj
iranyvonal jelent meg az IR-kirosodds mérséklését célzd
sebésztechnikai kondiciondldsi eljardsok (sebésztech-
nikai kondiciondldsok: az ischaemiatolerancia novelésé-
nck érdekében a szervek, szovetek rovid, repetitiv IR-
ciklusait alkalmazé metodikik) kozott. A tavoli szervi
kondiciondlds gondolata Przyklenk és mtsai nevéhez fi-
z6dik [5]. Kisérleti modelljiik alapjaul szolgilt a kovet-
kez6 mintegy két évtized kutatdsainak. A tavoli szervi
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kondicionalds lehet8sége fokozott érdeklédést sziilt, igy
nem csupan a szivizomszovet, de szinte minden szerv
rovid IR-ciklusaival torténtek préobilkozasok a kiilon-
b6z8 célszervek ischaemiatolerancidjinak novelésére [6].
Igazan nagy el6relépést jelentett a végtagi vizizomszo-
vet kirekesztésének kondiciondldsi stimulusként torténd
alkalmazasa [7, 8]. A végtagi kirckesztés noninvaziv
moédon, felfjhaté mandzsettikkal torténd alkalmazdsa-
nak lehet8sége jelenti ¢ modszer egyik igazan nagy el6-
nyét [9]. A tavoli szervi kondiciondlasi technika tovabbi
elénye, Gjdonsiga, hogy nem csupdn a célszervi ischae-
mia elStt (tdvoli prekondiciondlds, remote precondi-
tioning, R-IPC), illetve a reperfaizio elején (tavoli poszt-
kondiciondlds, remote postconditioning, R-IPOST),
hanem a célszervi ischaemia alazt is alkalmazhaté (tavoli
perkondiciondlas, remote perconditioning, R-IPER).
A tavoli szervi ischaemids perkondiciondlds definicidsze-
rilen a célszervi ischaemin alatt, egy tavoli szevven létre-
hozott rovid IR-periddusok alkalmazdsat jelents [10].
A modszer, jellemz6ibsl addéddan, egyszertien kivite-
lezhetd, koltséghatékony, a mtitéti id6 prolongalasa nél-
kil alkalmazhaté protektiv stratégiit jelenthet. A tech-
nika hatékonysdgit csupin alig tobb mint egy tucat
kozlemény taglalja [11]. A tavoli szervi kondicionalas
egy igen Osszetett és meglehetGsen feltiratlan hatisme-
chanizmus révén fejti ki célszervi hatdsit. FeltehetGen a
humordlis, neuralis és szisztémds védelmi mechanizmu-
sok aktivilasa révén, tobbek kozott antiinflammatorikus
folyamatok indukci6jat és a hdésokkfehérjegének foko-
zott expresszidjat okozza.

A majsebészetben az IR-kirosodds minden beavat-
kozds sorin megjelenik, ahol a m4j afferens ereinek id6-
leges okkltzidjara van sziikség. A kirosodas mérséklése
kulcsfontossiagth a morbiditdsi és mortalitdsi mutaték
szempontjabol, ugyanakkor ez idaig olyan kozlemény
nem jelent meg, amely mdjsebészeti szitudciéban vizs-
gilnd az R-IPER hatékonysigit.

Mindezek tiikrében jelen munka céljo a tiavoli szervi
ischaemids perkondiciondldas vovid tavi protektiv hati-
sainak vizsgalata patkanymdij-IR-modellben.

Modszer
Torvényi hattér

Az allatkisérletek az 1998. évi XXVIII. szamu allatvé-
delmi torvény, valamint a 243,/1998 (XII. 31.) kor-
manyrendelet el6irdsainak megfeleléen zajlottak. A md-
tétek az 1858,/000,/2009 szamt engedély alapjan,
a Semmelweis Egyetem EAB dltal kidllitott, allatkisér-
letek végzésére feljogositd 27 /2000 szamt bizonyitvany
birtokiban folytak. A kisérletek sorin 200-250 g to-
megi, meghatirozott kérokozoktél mentes (specified
pathogen free, spf), him Wistar patkanyok keriiltek fel-
haszndldsra (Charles Rivers Magyarorszag Kft., Buda-
pest). Az dllatok az operaciot megel§z8en szaraz tipot
(Toxi-coop Zrt., Dunakeszi) és vizet kaptak ad libitum,
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a mutét el6tti 12 6ritdl csak viz volt biztositott szd-
mukra. Tartasuk a napszaki valtozasokat koveté mester-
séges vilagitas mellett, 22-24 °C-os hémérsékleten tor-
tént.

Miitéti protokoll

Az anesztézia biztositdsira — intraperitonealisan adott
75 mg/ttkg ketaminnal (Calypsol®), valamint 7.5
mg/ttkg xylasinnal (Sedaxilan®) valé indukcié utin
— a jobb vena jugularis interniba vezetett polieti-
lén kaniilon keresztil (25 mg/ttkg/h ketamin és 2,5
mg/ttkg/h xylasin) intravénas inftzié kerilt adagoldsra.
Az dllatok testhémérsékletének folyamatos regisztra-
lasa rectalisan tortént. Filthet6 mUtSasztal segitségével
az dllatok hémérséklete a kisérletek alatt mindvégig
36,5-37,5 °C kozott volt tarthato.

Az anesztézia biztositasat fels6-kozépsé medidn lapa-
rotomia, majd a lobus caudatus mobilizdlisa kovette.
Ezt kovetGen az aorta infrarenalis szakaszdnak felsza-
baditdsara keriilt sor, a késGbbi alsé végtagi IR kirekesz-
tési ciklusok létrehozisihoz sziikséges mikroklipp sze-
lektiv felhelyezhetGségének biztositdsara.

A mikrocirkulaciés dramlds regisztrilisa 1ézeres
Doppler-aramlasmérével (LDF) tortént. Az egyik fel-
szini méréfej a m4dj bal lateralis lebenyén [12] mindig
azonos lokalizdciéban keriilt felhelyezésre. A madsik
méréfej a bal m. biceps femoris felett kertilt rogzitésre.
A mjj ischaemiaindukcidjait megel6zGen a bal lateralis
mijlebenyen és az alsé végtagon, parhuzamosan ot-
perces alaparamlas regisztralasara kertilt sor.

A kisérlet soran a kozéps6 és bal lateralis lebenyek
biliovascularis nyelére atraumatikus mikroklippet he-
lyezve a majban 60 perces — a szerv kozel kétharmadat
érint6 — ischaemia alakult ki. Az aorta infrarenalis sza-
kaszdnak szintén atraumatikus mikroklippel torténd
okkludalasa révén a 60 perces majischaemin 20. percétol
kezdddien négy ciklusban (ot perc ischaemin, ot perc ve-
perfizio) perkondiciondlist végeztiink.

A 60 perc ischaemia utolsé Ot percében az anhepati-
cus dllapotot kivéds, ischaemidban nem részesiilé jobb
lateralis és caudatus lebenyek eltdvolitisra keriiltek.
A mijischaemia 60. percében a mijkirekesztés megsziin-
tetésével az ischaemizalt, residualis lebenyek vérellatisa
helyreallt.

Kisérleti elrendezés

Kisérletiinkbe 6sszesen 30 allatot vontunk be. Az 4l-
operalt dllatok (10 darab) v. jugularis kantlalasat kove-
t6en a biliovascularis kivekesztés és a perkondiciondlisi
kezelés kivételével a mitét menete és az dramldsmérés
idStartama megegyezett a mdtéti protokollban leirtak-
kal. Az IR-kontroll- (10 darab) csoportban, az alaparam-
las regisztracidjat kovetSen, a kozépsS és bal lateralis
mdjlebenyek 60 perces kirekesztésére — perkondicionilis
nélkiil — majd a 60 perc reperfaziéra keriilt sor. A per-
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kondiciondlt (10 darab) csoport a mitéti protokollban
leirtaknak megfelel§ valamennyi beavatkozasban része-
stlt. A 60 perces majischaemia 20. percétdl az infrarenalis
aortaszakaszon 4x10 perces (0t perc ischaemia, 6t perc
reperttizié) perkondiciondldst alkalmaztunk, amelyet 60
perc reperfazio kovetett.

Mintavétel

A 60 perc reperfuzié utin kozvetlentl, az dllatok véré-
nek begytjtése jobbkamra-punkcidval tortént. A vér Na-
citrattal torténd alvadasgatldsat centrifugalas (1300 g,
2x10 percig szobahOmérsékleten), majd a hemolizis-
mentes, sejtmentes feliilaszo, szérum elvilasztisa ko-
vette. A szérum folyékony nitrogénben keriilt taroldsra
(=196 °C) a késobbi feldolgozasig. Az IR-kirosodast
szenvedett bal lateralis mdjlebeny centrilis részébdl,
minden esetben azonos anatomiai lokalizicidban,
5x5x5 mme-es szovetmintdk keriiltek eltiavolitisra. Ezek
egy része fagyasztva kertiilt tarolasra (-196 °C), HSP-72-
szintek meghatdrozdsa céljabol, a fennmarad6 részbdl
4%-os formalinban valé fixalast, majd paraffinba agya-
zést kovetéen 3-5 pm vastag, HE- (hematoxilin-cozin)
testett metszetek késziiltek a szovettani kiértékeléshez.
Az IR-kirosodast szenvedett mdjlebenyek residualis
része Potter—Elvehjem-késziilékkel jeges htités mellett
(0—4 °C) homogenizalasra keriilt, vértartalmanak — tobb-
szori, fiziologids sdoldattal valé mosissal — minimalisra
csokkentését kovetden.

Laboratoriumi vizsgalatok

A fagyasztott szérummintikbdl, a szérum-alanin-amino-
transzferiz- (ALAT), valamint -aszpartit-aminotransz-
ferdz- (ASAT) aktivitisok meghatirozdsa laboratériumi
automatdn tortént (Sangui & Hemo-Vet Allatorvosi
Klinikai Laboratériumi Szolgélat, Budapest).

A maj mikvocirkuliciojanak mérése
lézeres Doppler-avamlasmérovel

A kisérletben haszndlt eszkoz (forgalmazé: MOOR Inst-
ruments Ltd., London, Egyesiilt Kiralysag; DRT4, két-
csatornds; A = 632,8 nm; monokromatikus 2 mW He-
lium-Neon [ézer) a fényvisszaver6dést a Doppler-elv
alapjan értékeli.

Az eszk6zhoz tartozé 0,5 cm atmérdji felszini mé-
réfej a m4j bal lateralis lebenye felett, illetve az als6 vég-
tagon, mindig azonos lokalizaciéban a musculus biceps
femorisra kertilt felhelyezésre. Az eszkoz folyamatos
adatrogzitéssel és szamitogépes feldolgozassal hat ma-
sodpercenként regisztralta az dramlasi értékeket, illetve
a szoveti hémérsékletet.

A mérbeszkoz kisérletiinkben mikrocirkulacio-mé-
résre val6 felhasznilasanak és az eredmények kiértéke-
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lésének alapelveit munkacsoportunk kordbbi kisérleti ta-

pasztalataira alapoztuk [13].

A reperflziés dramlds leirdsira és a gorbék jellemzé-
sére a kovetkezd fogalmak kertiltek bevezetésre.

1. Platomaximum (PM): A reperfuzids szakasz végss,
ellaposodo, stabil aramlast mutatd szakaszan kivalasz-
tott idSintervallumhoz (utolsé mért 10 perc = 100
mérési pont) tartozd szakasz értékeinek szdmtani
atlaga.

2. Reperfizios teriilet (RT): Kiszamitisa a reperfzié-
hoz tartozé gorbe alatti teriilet integralasaval torté-
nik.

Az ut6bbi paramétert az adatok jobb 6sszehasonlit-
hatésdga érdekében egy hipotetikus, mar a reperfazié
nulla pillanataban 100%-os daramldssal jellemezhetd gor-
be, gorbe alatti tertiletének szazalékiban adhatjuk meg.

Majszoveti HSP-72-szintek vizsgilata

A majszoveti HSP-72-szint meghatarozisa western-
blot-analizissel tortént fagyasztott majszovetmintik fel-
hasznalasival. A majszoveti HSP-72-meghatarozashoz
csoportonként ot allat keriilt felhasznaldsra. A kiérté-
kelést Image] szoftver (NIH, Bethesda, MD, Amerikai
Egyesiilt Allamok) segitségével végeztiik. A HSP-
expresszié mértéke a kontrollként alkalmazott glice-
rin-aldehid-3-foszfit-dehidrogeniz (GAPDH, ,house-
keeping” gén) expresszidjihoz viszonyitva keriilt
megallapitasra [14].

Szovettani évtékelés

A kvalitativ szovettani kiértékelés, a reperfaziot kovetd
mintavételezés utin, HE-festett metszetek alapjan tor-
tént. A vizsgild patolégus a csoportbeosztis tekinteté-
ben nem volt tdjékozott. A szemikvantitativ értékeléshez
az irodalomban ismert Suzuki-score kertilt alkalmazasra,
amely individualisan értékeli 1. a sinusoidalis pangis,
2. a hepatocytavakuolizicid és 3. a nekrozis jelenlété,
a jelenségekre egyenként 0—4 pont adhat6 [15]. Emel-
lett rendszeresitettiink egy ugynevezett total-score ér-
téket is, amely a harom paraméter pontszimainak 6ssze-
gét jelenti (maximum 3x4 = 12 pont) [16]. A pontozis
metszetenként tiz random latétér (20-szoros nagyitis)
értékelése alapjan folyt.

Oxidativ status vizsgilata

Az antioxidins status vizsgdlata mdjhomogeniza-
tumbdl, fehérjetartalmianak Lowry-moddszere szerinti
bedllitasit kovetSen tortént [17]. A luminometrids
dsszscavanger-kapacitds  meghatirozasa  Heide-Bogl
modszerének Blazovics és mitsai-féle mddositisa szerint
tortént [18]. Oyaizu mbdszere szerinti redukaloképes-
ség-vizsgalant a szovet teljes antioxiddns képességé-
r6l informal [19]. A fehérjékhez kotott antioxidans
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1. ibra Szérumtranszamindz-aktivitisok. A szérum-aszpartit-amino-

transzferdz-aktivitisok nem szignifikins eltérései mellett az ala-
nin-aminotranszferdz szintje szignifikdnsan alacsonyabb maradt
(*p<0,05) a perkondiciondlt csoportban az IR-kontrollcso-
porthoz képest (Csoportbeosztas: dloperdlt: 10 dllat, 60+60
perc megfigyelésiid6; IR -kontroll: 10 dllat, 60 perc ischaecmia+60
perc reperfuzid; perkondiciondlt: 10 allat, 60 perc ischaemia+60
perc reperfazié+négy ciklusban végzett tavoli kondiciondlds a
majischaemia utols6 40 perce alatt)

szulfbidrilcsoportok meghatirozasa spektrofotométeren
Ellman-reagens felhaszndldsaval (5,5-ditiobisz-nitroben-
zoesav, SERVA) pH 7.4 Na-foszfit pufferben, 512
nm-en torténtek, Sedlak és Lindsay médszere szerint
[20]. A H-donor-kapacitis értékét meghatirozé mé-
rések Blois modszere szerint 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil
(DPPH) stabil gyok jelenlétében 517 nm-en spektro-
fotométeren folytak [21].

Statisztikai feldolgozais

Az adatok grafikus és statisztikai megjelenitése Micro-
soft Office 2003 Excel, illetve Statistica 7.0 for Windows
(Statisoft Magyarorszag Rt., Budapest, Magyarorszag)
szoftver felhasznaldsaval tortént. Az atlagértékek ko-
zotti kiillonbségek p<0,05 konfidenciaintervallum ese-
tén szignifikins, és p<0,01 esetén erdsen szignifikins
kiilonbség mindsitést kaptak. A tiblazatban a mérések
eredménye a mért értékek dtlagaval és a standard de-
viacié (£SD) megadasaval kertilt kifejezésre. A statisz-
tikai értékeléshez Student-féle kétmintds t-prébat,
Mann-Whitney-prébat hasznaltunk.

Eredmények

Szérumtranszamindz-szintek

A 60 perc majischaemiat, majd 60 perc reperfaziét kove-
téen vett szérummintikban az ASAT-szintek esetében
nem volt értékelheté kiilonbség a csoportok kozott.
Ezzel szemben az ALAT aktivitisa a perkondicionalt
csoportban (863+338 1U /1) szignifikinsan alacsonyabb
volt az IR-kontrollcsoporthoz (1576+405 1U/1)) ké-
pest (p =0,042) (1. abra).
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2. dbra A mdj mikrocirkuldciés viltozdsai. A mdj reperfiziés mikrocir-
kulacidja erésen szignifikdnsan javult a perkondicionélt csoport-
ban az IR-kontrollcsoporthoz képest (dloperalt: 10 dllat; IR-
kontroll: 10 allat; perkondicionalt: 10 dllat)

. . /ey

Mikrocirkulacié

Az alapdramlas tekintetében (0-5. perc) nem volt eltérés
az egyes csoportok gorbéi kozott. Az 6todik percben
az IR-kontroll és a perkondicionalt dllatok majkeringése
az érkirekesztés kovetkeztében azonnal a relativ skala
nulla pontjara csokkent, majd egészen az ischaemia 60.
percéig (majkirekesztés megsziintetése) valtozatlanul
ezen a szinten maradt (2. abra). Az ischaemia 20. percé-
t6l kezd6den a négy ciklusban alkalmazott Gtperces
reokklaziés és otperces reperfiiziés peribdusok a per-
kondiciondlt dllatok alsé végtagjan keriiltek regisztra-
lasra (3. abra).

Az dloperalt csoport keringése a kisérlet alatt mind-
végig az alaparamlas szintje koriil maradt. A perkon-
dicionalt és az IR-kontrollcsoportok reperfiziés mik-
rocirkuldciés  paramétereinek  tekintetében  jelentds
kiillonbségek tapasztalhatok a csoportok kozott (1. tab-
ldzat). A perkondicionalt csoportban a maj PM-, illetve
RT-értékei erds szignifikancidja javulast mutattak az

1. tabldzat | A kisérlet mérési eredményei
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3. abra Az alsé végtag mikrocirkuliciés valtozdsai. Az alsé végtag mik-

rocirkuldciojiban jellegzetes karakterisztikai sajitossigok, vala-
mint szignifikinsan kedvezébb reperfazids platémaximum-
érték keriilt detektaldsra (dloperdlt: 10 dllat; IR-kontroll: 10
allat; perkondicionalt: 10 allat)

IR-kontrollcsoport megfelel§ keringési paramétereihez
képest. A perkondicionalt csoport alsé végtagi mikro-
keringési PM-értéke szignifikinsan magasabbnak iga-
zolédott az IR-kontrollcsoporttal Osszevetve, azonban
az RT esetében szignifikins kiilonbség nem mutatko-
zott (1. tablazat).

Mayjszovets HSP-72-szintek vizsgalota

Béar az IR-kontroll (0,268+0,126) ¢és a perkondicionalt
(0,559+£0,285) csoport mdjszoveti HSP-72-expresszio-
ja meghaladta az dloperalt csoport HSP-72-szintjét
(0,056+0,009), a csoportok kozott azonban nem iga-
zolédott szignifikins kilonbség (4. abra).

Szovettan

Az aloperdlt csoport metszetein Kismértékd sinusoi-
dalis pangds, v. centralis tagulat fedezhet$ fel, egyéb

aloperalt IR-kontroll perkondiciondlt  perk. vs. IR

Mij-mikrocirkulicié RA% 99,7+0,1 32,7£13,1 55,8227 p =0,007

PM% 96,8+0,1 39,9+14.9 70,6+14,7 p=0,001
Alsé végtagi mikrocirkulicio RA% 98,829 60,9+21,6 79,5£29,1 p=0,101

PM% 98,337 55,6+25,1 92,2+26,9 p=0,038
Suzuki total-score 0,60+0,89 6,25+0,96 3,00+1,00 p=0,013
Mijszoveti szabadgyok-tartalom RLU% 0,043+0,029 0,132+0,026 0,118+0,027 p = 0,640
(kemilumineszcencia)
Mijszoveti antioxiddns tartalom Redukdloképesség (ASE) 156+40 10912 11719 p = 0,446
(spektrofotometria)

Szabad SH-csoportok (pmol /1) 855+169 542+19 596+62 p=0,048

H-donor-kapacitis (gatlas%) 88,482 65,1+11,1 85,6+12,0 p=0,023

RT = reperfaziés teriilet; PM = platémaximum; RLU = Relative Light Unit; ASE = aszkorbinsav-ekvivalens; SH = szulthidril; IR = ischaemia-

reperfazié
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kéros elvaltozds nem volt lathaté (Suzuki total-score:
0,60+0,89).

Az IR-kontrolicsoportban szembetling hisztopatoléd-
giai elviltozasokat detektiltunk. A mdjacinusoknak
csupan a periportalis régidiban voltak ép hepatocytak,
innen a v. centralisok felé haladva a latéterek tobbsé-
gében jelentés mértékben tig és vorosvértestekkel ki-
toltott sinusoidok, nagyfoka sejtoedema, habos jellegi
citoplazma, a magszerkezet fellazuldsa, eziltal promi-
nenssé valo nucleolusok voltak lithatéak. Megfigyelhetd
volt még degenerativ elvaltozdsként hepatocytavakuo-
lizacié, valamint az alig sejthet maghatarok, a kisebb
sejtmagmentes teriletek, a caryolysis, a caryorrhexis, az
eosinophilia, amelyek nekrézisra utalnak (Suzuki total-
score: 6,25+0,96).

A perkondiciondlt csoport szdvettani preparatumai
kisebb mértékd sinusoidalis pangdssal, minimalis vakuo-
lizaciéval, megtartott szerkezetli sejtmagokkal, kisebb
mértékd sejtoedemdval jellemezhetSek. A nekrézis igen
kistokt (Suzuki total-score: 3,00£1,00).

A Suzuki total-score értéke szignifikinsan alacso-
nyabb volt a perkondicionilt csoportban az IR-kont-
rollcsoporthoz képest (p = 0,013) (1. tablizat).

Oxidativ status vizsgilata

A Relative Light Unit %-ban (RLU%) kifejezett lumi-
nometrids dsszscavenger-kapacitds vizsgilata soran ka-
pott eredményeink tanulsiga szerint a perkondicionalt
csoport szabadgyok-szintjeiben szignifikins csokkenés
nem volt igazolhaté az IR-kontrollcsoporthoz képest
(dloperalt: 0,043+0,029; IR-kontroll: 0,132+0,026;
perkondiciondlt: 0,118+0,027 RLU%). Megfigyelhet6
(1. tablazat), hogy a perkondicionalt csoportban ma-
gasabb a redukiloképesség értéke az IR-kontrollcsoport-
hoz képest, azonban a két csoport kozott szignifikins
kilonbséget nem igazoltunk (dloperalt: 156+40, IR-
kontroll: 109+12, perkondiciondlt: 117+19 ASE). A fe-
hérjéhez kotott antioxidans tulajdonsag (szalfhidrilcso-
portok) vizsgilata sordn a perkondiciondlds szignifikdns
javuldst eredményezett az IR-kontrollcsoportban ta-
pasztaltakhoz képest (p = 0,048) (4dloperalt: 855+169,
IR-kontroll: 542+19, perkondicionilt: 596+62 nmol /1).
A fehérjékhez nem kotott antioxidans kapacitds (H-
donor-kapacitis) értéke szintén szignifikinsan kedve-
zGbbnek mutatkozott a perkondiciondlt csoportban
az IR-kontrollcsoporttal osszevetve (p = 0,023) (dlope-
ralt: 88,4+8.2, IR-kontroll: 65,1+11,1, perkondicionalt:
85,6+12,0 gatlas%).

Megbeszélés

A kondicionalasi eljarasok torténelmében tobb mint
két évtized telt el, mire a tudomany a lokalis prekon-
dicionaldstol [2] eljutott a jelen munka legszorosabb
bézisit képezd kiillonbozs tavoli szervi kondiciondlasi
technikak alapjainak lefektetéséig [22]. La:i és mtsai

EREDETI KOZLEMENYEK

2006-ban igazoltik a tivoli szervi prekondicionalds
hatékonysagat patkinymdajmodellben, als6 végtagi IR-
ciklusokat alkalmazva tdvoli szervi kondiciondldsi sti-
mulusként [23]. Kovetkezd 1épés a célszervi posztkon-
dicionalas mintdjira kidolgozott tavoli szervi ischaemias
posztkondicionalds volt [24], amely gyakorlati szem-
pontbdl elénydsebb metodika, hiszen alkalmazasakor az
ischaemids inzultus idejét nem sziikséges el6re ismerni.
Technikai kivitelezhetSség tekintetében még kedvezGbb
tulajdonsigokkal jellemezheté az dltalunk vizsgalt tavoli
szervi ischaemids perkondiciondlds, amelyet Schmidt és
munkatarsai alkalmaztak el6szor 2007-ben [10].

A tavoli szervi ischaemids perkondiciondlas hatasait
— Ujszertisége folytan — eddig szinte kizardlag sziv vo-
natkozdsiban vizsgaltak [22]. A témakorben megjelent
kozlemények szdma azonban a mai napig elenyészd,
igy nem megleps, hogy a hatismechanizmus igen Kkis
részben tisztazott. Tekintve, hogy az eljards maj-IR-
karosodasra kifejtett hatasaval foglalkozé kozlemény ez
iddig nem jelent meg az irodalomban, igy jelen munka
célkittizése, hogy ezen eljards mdjra kifejtett hatdsait
vizsgalja IR-rdgcsalomodellben.

Kisérleteinket a Semmelweis Egyetem 1. Sebészeti
Klinikdjan mar korabban kifejlesztett IR-dllatmodellre
alapoztuk (Kupcsulik és mtsai, 1979; Szijarto és mtsni,
20006) [13]. A modell Iényege, hogy a patkinymdj le-
benyezett szerkezete révén parcidlis ischaemia hozhaté
létre, amely mentes az allatok dltal nem toleralt, a totdlis
kirekesztéssel jaré splanchnicus pangastol és anhepati-
cus fazistol, azonban megfelelGen alkalmas a maj IR-
karosodasianak tanulmdinyozisara.

Allatmodelliink felallitisa sordn az egyik kulcskérdés
a perkondiciondldsi protokoll megvilasztisa volt. Kevés
irodalmi adat all rendelkezésre, amelyek nem egysé-
gesek, tobb kiilonb6zé protokoll sikeres alkalmazasi-
r6l olvashatunk. Az irodalomban jelenleg egyetlen,
a perkondicionaldsi protokollok 6sszehasonlitasit célzéd
kozlemény olvashatd. Xin és munkatirsainak [25] meg-
figyeléseit azonban tobb szerzé eredményei is aldtd-
masztjik [10, 26]. Az irodalmi adatokat figyelembe
véve kisérletiink soran a korabban eredményesnek taldlt
4x10 (ot perc I, 6t perc R) perces ciklusokat alkal-
maz6 protokoll hatasait vizsgaltuk.

Ismert, hogy az IR-kdrosodas stlyossiga szempontja-
bdl igen fontos a mikrocirkuldcios érteriilet, mikroke-
ringés kirosoddsanak foka. A reperfazié eleji mikrocir-
kulacios karosodds kiemelt jelentGsége, hogy lokalisan,
heterogén eloszlasban képes meghosszabbitani az
ischaemids id6t, ezzel novelni az irreverzibilis kdrosodas
valészintségét, valamint a karosodott tertleteket (,,no-
reflow” jelenség) [27]. A mikrocirkuldcids rendszer alla-
potanak az IR-karosodasban betoltott kulcsfontossaga
szerepe miatt alkalmas lehet az egyes protektiv straté-
gidk effektivitdsinak monitorozasira. Ez indokolja,
hogy kisérletiink egyik vizsgalati paraméterének a mdj
lézeres Doppler-dramlasmérdvel regisztralt aramldsi ér-
tékeit valasztottuk.
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Eredményeink szerint a perkondiciondlt csoportban
a kezelés hatdsira a mdj reperftzidés mikrocirkulacioja
er6sen szignifikins médon javult az IR-kontrollcso-
porthoz képest (1. tablizat, 2. dbra). Elmondhaté to-
vabb4a, hogy a perkondiciondlt csoport keringése azon
tal, hogy koriilbeliil 30%-kal magasabb értéken stabili-
zaloédik az IR-kontrollcsoporthoz viszonyitva, annak
rendez8dése is sokkal gyorsabb titemd volt ebben a
csoportban, kovetkezményként a két gorbe meredek-
sége mar a reperfazié elsé pillanatatdl jelentSsen eltér
(2. abra).

A méj mikrokeringésének vizsgalata mellett kisérle-
teink sordn megvizsgiltuk, hogy az alsé végtag kapil-
laris aramldsaban milyen valtozasok alakulnak ki. A mjj
kirekesztésének megszitintével mind az IR-kontroll-,
mind a perkondiciondlt csoportokban egy igen jelentds
mikrocirkulaciés keringésmegingast tapasztaltunk a m.
biceps femorisban, amelynek sordn a keringési értékek
gyors titemben 40% koriili szintre zuhannak mindkét
csoportban (3. abra). A keringésmegingist kovetGen a
perkondiciondlt csoport keringése gyorsabb iitemben
javul és magasabb értéken stabilizdlodik, mint az IR-
kontrollcsoport keringése, jobban megkozelitve az al-
operalt csoportra jellemz6 értékeket. Az eltérés a
platbmaximumot tekintve szignifikinsnak bizonyult az
IR-kontrollcsoporthoz képest (1. tablizaz).

A két csoport gorbéi kozott fenndlld karakterisztikai
eltérések tobb okra is visszavezethetGek. A maj reper-
tazidjanak kezdetén az alsé végtagi keringésmegingds
feltehetéen mindkét IR-ben részesiilt csoportban,
a mjreperfazioval kapcsolatban Iétrejovs keringéscent-
ralizacioval, igy a periférias vérvolumen csokkenésével
magyarazhat6. A késéi alséd végtagi reperfuziods kilonb-
ségek lehetséges okai kozott megjelolhetjiik tovabba
a perkondiciondldsi kezelés hatdsara létrejové csokkent
mértékd mdj-IR-kirosodast, amelynek kovetkeztében
val6szintleg kevesebb méjeredetd aktiv metabolit kertil
a szisztémds keringésbe. Igy, némi talzassal, a javulé alsé
végtagi mikrokeringés hipotetikusan kisebb mértékd
szisztémas reakcioként értékelhets. Azonban a szimos
egyéb, koribban targyalt kondiciondlasi eljards ismere-
tének tikrében felmeril a lokdlis kondicionalas lehetd-
sége is. FeltehetSen ebben az esetben az alsé végtagon
alkalmazott tavoli szervi perkondiciondlds, egy adaptiv
védémechanizmusként, lokdlisan prekondiciondlja az
alsé végtagot a mdj IR-kirosoddsinak szisztémds hatd-
saival szemben. Legval6szinibb tehat, hogy a javuld
mikrocirkulacié kevert vilaszreakcié kovetkezménye.

Tavoli szervi kondicionalas hatismechanizmusara fel-
allitott, az irodalomban olvashaté hipotézisek nagy része
humordlis, neurilis, illetve szisztémas kolcsonhatdsokat
feltételeznek a célszerv és a tavoli szerv kozott [6]. Ezen
emlitett kapcsolé mechanizmusok triggerelhetik a cél-
szervi cellularis, szubcellularis szinten jelentkezé vég-
rehajté folyamatokat. A hattérben 4llo feltételezett me-
chanizmusok részletes fejtegetésével munkacsoportunk
elméleti 6sszefoglald kozleménye foglalkozik [11].
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Konstantinov és munkatirsai igazoltdk, hogy a tavoli
szervi kondicionalds moédositja a keringd leukocytak
génexpressziés mintizatit [28]. A kozolt eredmények
alapjan augy tinik, hogy a kezelés szuppresszalja a leuko-
cytdkban a proinflaimmatorikus génexpressziot, ezaltal
gitolva bizonyos IR-karosoddsban kulcsfontossigi leu-
kocytatunkciokat, példaul kemotaxis, adhézid, migricio,
exocytosis. Ezen jelenség lchetséges magyardzattal
szolgalhat a kisérletiink sordn a mdj aramlasaban talalt
kilonbségekre, figyelembe véve az emlitett leukocy-
tafunkcidk jelentds szerepét a mdj IR-kirosoddsiban
[29], azonban mindezek igazolasa egyelGre varat ma-
gira. A repertazié soran a szovetet infiltraléd leukocytak
kitapadasanak, aktivalodasinak gatlasa megakadilyoz-
hatja ezen sejtek ischaemids id6t prolongild, keringést
akadélyozo szerepét (,,no-reflow” jelenség), amely min-
den bizonnyal gyorsabb mikrocirkuldciés restitcio-
hoz vezethet a perkondicionilt csoportban, igy ma-
gyardzatot adhat az ebben a csoportban megfigyelhetd
meredekebben emelked$ reperfazidés gorbe lefutasara.
Mikrocirkulaciés vizsgalataink eredményei jol korrelal-
nak Zhao és mtsai [26], illetve Loukogeorgakis és munka-
tarsainak [ 30] megfigyeléseivel, akik szintén a célszervi
ischaemia alatt alkalmazott tavoli szervi kondiciondlas
kedvezd hatdsair6l szamoltak be. Az emlitett munkak
a mikrocirkuliciés vizsgilatok egészen eltér§ eszko-
zeihez folyamodva a perkondicionalas hatasara létre-
jové mikrocirkuldciés valtozasok kiillonbozé aspektusait
érintik, ezaltal jelentGsen hozzdjarulnak a kondicionald
hatasok komplexebb megértéséhez.

Kisérletinkben a hematoxilin-cozin festett metsze-
tek elemzése alapjan kisebb mértékd majszoveti karo-
sodast detektiltunk a perkondiciondlt csoportban,
amellyel jol korrelalt a szérumban mért, majkaroso-
ddsra specifikusabb transzamindz, az ALAT szignifikin-
san alacsonyabb aktivitdsa a kezelt csoportban az IR-
kontrollcsoporthoz képest. A szérum-ASAT-aktivitas te-
kintetében ugyan nem volt értékelhetS kiilonbség a
csoportok kozott, azonban ez az enzim kevéssé specifi-
kus a mdjszovetre, igy a perkondicionalt csoportban
— minimdlis mértékben ugyan, de — az als6 végtagbdl is
felszabadulva, a csoportok kozotti kiilonbség elmoso-
dasat okozhatta.

Kisérleteink soran a majhomogenizatumbodl végzett
antioxidans stitus meghatdrozasit célzé mérések sorin
a redox-homeosztazis kedvezSbb dllapotat tapasztaltuk
a perkondicionalt csoportban az IR-kontrollcsoport-
hoz képest. Eredményeink szerint az antioxiddns hatasa
vegyiiletek szignifikinsan nagyobb mértékben vannak
jelen a perkondicionalt allatok majszévetében (1. tabia-
zot). A meglrzott antioxiddns kapacitds feltehetGen
képes a reperfuzié késébbi szakaszaban nagy mennyi-
ségben keletkezd szabadgyokok kiros hatdsainak mér-
séklésére, kivédésére. A globalis szabadgyok-szintekkel
korrelal6 luminometrias méréseink és a globdlis anti-
oxidans mennyiségre reflektilé redukiloképesség-meg-
hatarozas esetében a szignifikancia hidnya feltehetSen a
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4. ibra Mijszoveti HSP-72-szintek. A western-blot analizissel mért

mdjszoveti HSP-72-szintek vonatkozdsiban nem volt szignifi-
kans kiilonbség a kisérleti csoportok kozott (aloperdlt: 5 dllat;
IR-kontroll: 5 allat; perkondicionalt: 5 allat)

HSP = hésokkfehérje; GAPDH = glicerin-aldehid-3-foszfit-de-
hidrogeniz

rovid reperfuziés id6knek koszonhetd. Valoszint, hogy
egy 6ra reperfiizié nem volt elegendS ahhoz, hogy a
majszovet globdlis redox-homeosztazisat jelentékeny
mértékben megingathassa.

Xin és munkatirsas Kimutattdk tavoli szervi perkon-
diciondlds kapcsin a lipidperoxidiciét jelzd  szoveti
malondialdehid-szintek, illetve a szuperoxidanion-ter-
melés csokkenését [25], amely Osszhangban lehet a
szoveti antioxiddns kapacitds prezerviciéjaval perkon-
dicionaldst kovetSen. Mindezek tiikrében a redox-ho-
meosztazis értékelése sordn nyert eredményeink szintén
magyarazatot adhatnak a kisérletiink soran tapasztalt
kisebb mértékd szoveti kdrosoddsra, illetve a kedve-
zGbb maj-mikrocirkulacids viltozasokra.

A mar emlitett Konstantinov és munkatarsai 2004-es
kozleményiikben beszamoltak a tavoli szervi kondicio-
ndlds hatdsdra létrejové hésokkfehérjegének expresszio-
janak fokozédasardl [28]. A mdj-IR-kirosodds, illetve
az ischaemiatolerancia novelését célzo eljarasok kap-
csan leggyakrabban vizsgalt hdésokkfehérjék az egy
csaladhoz tartoz6 HSP-70, illetve HSP-72, amelyek
protektiv szerepével szidmos kozlemény foglalkozik.
Az irodalomban tobb allatkisérlet is igazolja az Ossze-
fiiggést a parenchymads szervek HSP-72-expresszidja és
az IR-kdrosodasok mértéke kozott. Kume és munka-
tarsai példaul a HSP-72-expresszié  fokozdddsival
egylitt a patkdnymaj-IR tolerancianévekedésérél sza-
moltak be 15 perces ischaemids prekondiciondlds és
hésokk kapcsin egyarant [31]. Hasonlé eredmények-
r6l olvashatunk sziven [32], agyon [33] és vesén [34]
végzett kisérletek esetében is. A HSP-72 szerepe valo-
szinlleg igen szertedgazd, feltételezhetjiikk, hogy az
ischaemia-reperfuizid, illetve a kilonboz6 kezelések ha-
tasara 1¢étrejovo celluldris védelmi mechanizmusok részt-
vevdje [35, 36].

A maijhomogenizatumboél, western-blot-analizissel
mért majszoveti HSP-72-szintek vizsgilata soran kapott
kisérleti eredményeink osszevethetSk a fent leirt iro-
dalmi adatokkal (4. dbra). Kisérletiinkben a két, ischae-
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midban és reperfuzidéban részesiilt csoport kozott nem
taldltunk  szignifikdns kiilonbséget. Feltételezhetjiik,
hogy ezen rovid tavi modellben az IR-kontroll- és a
perkondiciondlt dllatok kozott talilhatdé nem szignifi-
kans kiilonbség oka lehet, hogy a 60 perces reperfizid
nem elegendS a génexpresszios valtozasok teljes mér-
tékd kialakulasahoz. Egy hosszabb reperfuzids idGtar-
tamot vizsgilva, amikor az expresszids valtozdsok mar
lezajlottak, a kiilonbség markiansabba valhat. Ezen el-
mélet igazolasira azonban hosszabb repertiziés idéket
alkalmazé tovabbi kisérletek és a mintaszamok emelése
szlikséges.

Kisérletiink eredményei igazoljak az alkalmazott per-
kondiciondlas hatékonysagat maj esetében. A tovibbiak-
ban fontos cél lehet a hattérben all6 mechanizmusok
feltarasa, valamint mdas kezelési protokollok, toviabba
hosszabb reperftiziés idétartamok eredményeinek 6sz-
szehasonlitisa. Mindezek érdekében tovabbi vizsgila-
tok sziikségesek, amelyek segithetnek az optimalis alkal-
mazasi protokoll megvilasztisiban és esetlegesen utat
nyithatnak a klinikai vizsgalatok felé.
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